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Depuis longtemps utilisée dans notre Laboratoire, l'épreu­
ve de séro-protection in vivo présente deux inconvénients 
majeurs : d'une part la difficulté de sa mise en œuvre et, 
d'autre part, son prix de revient élevé. En effet, un titrage 
d'anticorps précis avec cette méthode nécessite un grand 
nombre de furets, animaux difficiles à - isoler et d'un prix 
assez important. 
La confirmation de la valeur de la technique de séro­
neutralisation in ovo nécessitait une vérification des résultats 
obtenus. Pour ce faire, l'épreuve de séro-protection in vivo 
effectuée sur furet était tout indiquée. 
a) Animaux.
MATERIEL ET METHODE 
1. - Matériel 
Les furets adultes, sains, non vaccinés, sont répartis en 
groupes les plus homogènes possibles. 
b) Virus.
Un virus parfaitement adapté au furet, régulièrement 
pathogène pour cet animal (souche G 64) a été employé dans 
toutes nos expériences. Seule la lyophilisation permet une 
bonne conservation de ce virws. Aussi doit-on, pour cette 
raison, faire subir au virus, avant chaque épreuve, un pas­
sage sur furet. Les rates de ces furets sacrifiés à la phase 
septicémique constituent le matériel virulent qui doit être 
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employé aussitôt car sa virulence diminue rapidement. L'obli­
gation d'utiliser le virus fraîchement récolté nous amène à 
adopter la méthode « virus variable - sérum fixe » qui nous 
permet de contrôler parallèlement le pouvoir infectieux du 
virus utilisé dans la réaction. Rappelons que la D.M.I.50 est 
voisine de 1/1000 de mg de rate de furet infecté. 
c) Sérums.
Les sérums, séparés par centrifugation, proviennent 
d'animaux hyper-immunisés, vaccinés ou normaux. Ils sont 
conservés à - 20°C après filtration et chauffage à 56° pen­
dant 30 minutes. 
11. - Technique 
a) Préparation des Sérums.
Les sérums sont utilisés purs, sans préparation spéciale. 
b) Préparation du Virus.
Les rates infectées sont broyées et mises en suspension 
en sérum physiologique. Après centrifugation, le liquide sur­
nageant décanté constitue la suspension virulente employée 
pour l'épreuve. On prépare ainsi un extrait de virus à 10 ou 
20 mg par ml. 
c) Mélange des Réactifs.
Le tableau ci-dessous indique en quelles quantités figu­
rent les différents éléments dans la réaction. 
N° des Tubes I II III IV V 
Extrait de Virus à 20 mg 4 cc 3 cc 2 cc 1 cc 0 cc 2 
Sérum Physiologique .... 0 1 cc 2 cc 3 cc 3 cc 8 
Sérum à Titrer 
. . ..
. ... 4 cc 4 cc 4 cc 4 cc 4 cc 
Quantité de Virus par 
Furet . . ... . . . .. . . . . . . 20 mg 15 mg 10 mg 5 mg 1 mg 
Ces mélanges sont laissés une heure à la température 
du Laboratoire, puis portés au Réfrigérateur. 
d) Inoculation.
2 cc du mélange sont inoculés à chaque furet par la voie 
hypodermique. Les animaux sont placés par groupe de trois 
dans des cages isolées. 
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Des furets témoins reçoivent un mélange virus-sérum 
normal préparé dans les mêmes conditions. 
Les premiers signes de la maladie de CARRÉ apparaissent 
après 7 à 12 jours d'incubation. 
e) Lecture. Notation des Résultats.
Nous observons l'évolution des symptômes jour après 
jour et les résultats sont consignés sur un tableau. Il faut 
noter qu'au delà d'un délai de quinze jours il peut apparaître 
une maladie par surinfection, l'immunité n'étant pas obtenue 
par l'injection du mélange neutre. 
Comparaison des deux méthodes 
Séro-protection du Furet • Séro-neutralisation « in ovo » 
a) Dans un premier stade, avec un sérum qui inhibait 
le virus avianisé, nous avons vérifié si nous avions bien des 
anticorps neutralisant le virus de Carré adapté au furet. 
Nous avons choisi six sérums dont les titres in ovo étaient 
les suivants : 
Sérum 1 ............................... . 
Sérum II ............................. . 
Sérum III ............................. . 
Sérum IV 
Sérum V 
Sérum VI 
< 
< 
< 
< 
< 
< 
100,6 
102,75 
101,9 
102,52 
102,55 
lQ0,6 
Les résultats consignés dans le tableau I confirment bien 
la présence d'anticorps dans les sérums II, III, IV et V et 
leur absence dans les sérums 1 et VI. 
b) Dans un deuxième stade, nous avons vérifié si une 
inégalité du taux d'anticorps décelée in ovo pourrait être 
confirmée par l'épreuve de séro-protection in vivo. 
Les sérums choisis avaient les titres suivants in ovo : 
Sérum VII 
Sérum VIII 
Sérum IX ............................. . 
< 102,s 
< lQl,9 
< lQ0,6
Quantité de 
Virus inocultl 
par Furet 
5 mg 
2 mg 
l mg 
0 mg 5 
0 mg l 
Quanti té de 
Virus inocult! 
Dar 
Furet 
20 mg 
15 mg 
10 mg 
5 mg 
1 mg 
TABLEAU 
SERmJ II '.itre 
= 102,75
lll ovo 
Lecture à Lecture à 
7 jours 13 jours 
0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 
SERUM IV '.itre == 102,5 2 
1n OVO 
Lecture à Lecture à 7 jours 13 jours 
0 0 0 + 0 0 
0 0 0 0 0 0 
000 0 0 0 
000 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 
SERDM III Titre= 10119ln ovo 
Lecture à Lecture à 7 jours 13 jours 
0 0 0 + 0 0 
0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 
Titre = 102•55 SERUM V in ovo 
Lecture à Lecture à 7 jours 13 jours 
000 0 0 0 
0 0 0 000 
0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 
000 0 o. 0
FURETS Ta!OINS 
SERUM I Titre <10°16
normal in ovo 
Lecture à Lecture à 7 jours 13 jours 
+ + + +  
OO + + 
0 0 + + 
OO + + 
0 0 + + 
FURETS TEl&OINS 
SERUM VI '.itre (10°•6
normal in ovo 
Lecture à Lecture à 
7 jours 13 jours 
+ + + +
+ + + + 
0 0 + + 
0 • Un furet ne contractant pas la maladie de Ce.rd. 
+ • Un furet atteint de la Maladie de Carr4. 
FURETS 
mtOINS 
VIRUS sroL 
Lecture à Lecture à 7 jours 13 jours 
+ + + + 
. 0 0 + +  
� 
°' 
d 
6 
z 
0 
tz:j 
t"4 
> .. ô > 0 
trl• 
� 
� tz:j 
Quantité de 
Virus inowlé 
"Dar Furet 
20 mg 
15 mg 
10 mg 
5 mg 
1 mg 
TABLEAU I I
SERUM VII �itre = 102,8 
lll ovo 
Lect�e à Lecture à 
7 jours 13 jours 
0 0 0 0 0 0 
000 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 
T't - 101'9 SERUM VIII 1 re in ovo 
Lecture à Lecture à 
7 jours 13 jours 
0 0 0 ++O 
0 0 0 +OO 
0 0 0 + 0 0 
0 0 0 + 0 0 
0 0 0 0 0 0 
0 = Un furet ne contractant pas la Maladie de Carré. 
+ = Un furet atteint de la Maladie de Carré. 
FURETS TEMOINS O 6 
SERUM IX �i tre (lO ' normal in ovo 
Lecture à Lecture à 
7 jours 13 jours 
+ 0 ++ 
+ 0 + + 
mo"rts ac- morts acci-
cidentel- dentellement 
lement 
0 0 + 0 
0 0 + 0 
C".l 
� 
r== 
d 
z 
,.... 
C".l 
� 
,.... 
0 
z 
l:'ll 
� 
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Les résultats obtenus sur furets sont consignés dans le 
tableau II et mettent bien en évidence une différence dans 
le taux d'anticorps de ces sérums. 
Conclusion 
Les résultats obtenus par l'épreuve de séro-protection 
in vivo effectués sur furet confirment bien la valeur de 
l'épreuve par séro-neutralisation in ovo appliquée au titrage 
des anticorps dans la maladie de CARRÉ. 
Travail de l'Institut Français 
de la Fièvre Aphteuse (Lyon), 
Directeur : Dr Vét. C. MAcKOWIAK. 
DISCUSSION 
M. NrcoL. -- Depuis deux ans, faisant suite à la note que nous 
avons présentée au congrès de standardisation biologique d'Opatija, 
nous avons pu effectuer quelques centaines· de titrages de sérums 
anti-virus de Carré par séroneutralisation de ce virus dans l'œuf 
embryonné. 
Nous avons adopté d'abord une technique tout à fait semblable 
à celle que nous décrit M. FONTAINE. Ayant de cette façon obtenu 
d'intéressants résultats, nous avons été encouragés à poursuivre ces 
recherches dans le but de titrer systématiquement les sérums hype­
rimmuns que nous fabriquons sur Cheval. Or, en répétant les titrages 
et en comparant les résultats obtenus avec les mêmes sérums et les 
mêmes virus à des époques différentes, nous nous sommes aperçu 
que certaines précautions indispensHbles devaient être prises pour 
éviter d'importantes causes d'erreurs. 
Nous avons pu définir ainsi les conditions suivantes, qui doivent 
être remplies pour la bonne réalisation des titrages : 
1° Posséder et entretenir une souche de virus dont le pouvoir 
pathogène est parfaitement défini ; c'est-à-dire un virus avianisé pro­
voquant à de hautes dilutions des lésions visibles sur la membrane 
chorio-allantoïdienne tout en n'entraînant pas plus de 20 % de morts 
chez les embryons. On ne tient compte, en effet, que des lésions pro­
duites sur cette membrane, en éliminant pour la lecture des résultats 
les œufs dont les embryons ont succombé. 
2° Rechercher à chaque titrage la dose minima infectante de 
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virus pour l'œuf (D.M.I.), le facteur saisonnier pouvant à lui seul 
faire varier considérablement la sensibilité des embryons au virus. 
3° Cette D.M.I. doit être établie toujours en diluant le virus dans 
un sérum normal à des taux de dilution correspondant à ceux qui 
seront réalisés dans le test de séroneutralisation proprement dit. Il 
semble, en effet, qu'un sérum., normal ou non ( hyperimmun), accroisse 
de façon sensible l'action pathogène du virus avec lequel il est en 
contact. Ce phénomène, que nous étudions actuellement, et qui fera 
l'objet d'une prochaine note, intervient d'ailleurs en bien d'autres 
circonstances : c'est ainsi que depuis de nombreuses années, au cours 
de recherches par la méthode d'Ehrlich de titres antitétaniques ou 
antidiphtériques très faibles, approchant de la limite des quantités 
d'antitoxines décelables par cette méthode, il a été constaté que les 
·plus souvent les cobayes recevant la dose test de toxine plus un
millilitre de sérum mourraient avant les cobayes ne recevant que 
la dose test. 
4° Les lésions diffuses, spécifiques du virus de Carré siégeant sur 
la membrane chorio-allantoïdienne sont très difficiles à interpréter 
lorsqli'elles sont discrètes, comme l'a rappelé à juste titre M. FONTAINE, 
Et puisqu'il faut s'en tenir à la loi du tout ou rien pour la lecture 
du test, nous avons cherché à éliminer ces lésions douteuses, cause 
de graves erreurs. Or, l'expérience nous a montré qu'en utilisant 
pour la séroneutralisation une quantité fixe de virus, non plus 
égale à 500 D.M.I. comme nous le faisions aussi naguère, mais à 
10.000 D.M.I. il se formait régulièrement, pour une petite quantité 
de virus en excès dans le mélange virus-sérum, des lésions impor­
tantes ne pouvant préter à confusion avec des formations spécifiques. 
5° Un sérum hyperimmun de référence, lyophilisé, et non pas 
seulement congelé, témoin indispensable, doit être titré à chaque 
opération. 
6° Chacune des dilutions de virus ou des mélanges sérum-virus, 
exige l'inoculation d'un lot de 15 œufs incubés (compte tenu d'une 
mortalité probable des embryons inférieure ou égale à 20 % ) pour 
obtenir une interprétation statistique convenable des résultats. 
Toutes ces exigences étant respectées, le titrage de sérums anti­
virus de Carré par cette méthode représente un grand nombre de 
manipulations longues et délicates et l'utilisation de quantités impor­
tantes d'œufs incubés. 
La valeur du test dans ces conditions est incontestable mais 
son prix de revient est malheureusement très élevé. 
M. GORET. - Il est évidemment nécessaire, d'une part, d'éliminer 
les œufs dont les embryons ont succombé, et, d'autre part, d'utiliser 
un virus avianisé bien défini ainsi il est précisé dans la communi­
cation de M. FONTAINE. 
Le fait que l'on n'observe pas de variations importantes dans 
les résultats tient peut-être à ce qu'a été adoptée comme unité la 
D.M.I. 50 p. 100 et non la D.M.I. 100 p. 100 et que l'on recherche 
Ja,,D-1M.I. protectrice à 50 p. 100 et non à 100 p. 100. 
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Il a été également observé qu'en diluant le virus dans du sérum 
normal, on obtient un accroissement de l'action pathogène du virus. 
Pour le titrage du virus en vue des épreuves de séroneutrali­
sation, le diluant n'est cependant pas additionné de sérum, ce qui 
explique d'ailleurs pourquoi on obtient des résultats satisfaisants 
avec une quantité fixe de virus 50 D.M.I. 50 p. 100 par millilitre. 
On titre à chaque épreuve le sérum référence et les résultats 
homogènes obtenus prouvent bien -la fidélité de la méthode. 
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